This Page Is Inserted by IF W Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT ' . . 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



r 



PCT 




WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 
m. m. Internationales BUro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET PES P ATENTWES ENS (PCT) 



(51) Internationate Patcntklassifikation 6 : 

C12N 15/62, C07K 14/58, 14/36, 14/635 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 97/18314 



(43) Internationales 

Veroffentlichuncsdatum: 



22. Mai 1997 (22.05.97.) 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP96/04850 

(22) Internationales Anmeldedatum:6. November 1996 (06. 11. 96) 



(30) PrioritaLsdaten: 

195 42 702.5 



16. November 1995 (16.1 1.95) DE 



(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH [DE/DE1; Sandhofer 
Strasse 1 16, D-68305 Mannheim (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): KOPE1YKI, Erhard 
(DE/DE1; Kastnerhofstrasse 21. D-82377 Penzberg (DE). 

(74) Gemeinsamer Vertreter: BOEHRINGER MANNHEIM 
GMBH; Werk Penzberg. Patcntabteilung (RE-TB). Postfach 
1 1 52, D-82372 Penzberg (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AL, AM, AT. AU. AZ, BA, BB, BG. 
BR. BY, CA, CH. CN. CU, CZ. DE, DK. EE. ES, Fl, GB. 
GE, HU. IL, IS, JP, KE. KG, KP, KR, KZ, LC, LK. LR. 
LS. LT, LU, LV, MD, MG. MK, MN, MW, MX, NO, NZ, 
PL, PT, RO, RU f SD, SE, SG, SI, SK, TJ, TM, TR. TT. 
UA, UG, US, UZ, VN, ARIPO Patent (KE, LS, MW, SD, 
SZ, UG). eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD. 
RU. TJ, TM), europaisches Patent (AT, BE, CH. DE, DK. 
ES, FI. FR, GB, GR. IE. IT, LU, MC, NL, PT, SE). OAPI 
Patent (BE, BJ, CF, CO. CI. CM, GA. GN. ML. MR. NE, 
SN, TD. TG). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: PROCESS FOR THE PREPARATION OF PEPTIDES BY WAY OF STREPTAVID1N FUSION PROTEINS 
(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON PEPTIDEN UBER STREPTA VIDIN-FUSIONSPROTEINE 
(57) Abstract 

The invention relates to a process for recombinant preparation of peptides by expression of a DNA in micro-organisms, which DNA 
codes for a fusion protein made of srreptavidin and one of the said peptides. Srreptavidin and the peptide are bound by a peptide sequence 
which can be cleaved by an endoproteinase. The process also includes isolation of the insoluble, inactive protein, solublisation of the 
inactive protein using a denaturant, dilution of the denaturant at a pH value of between 8.5 and 1 1 until cleaving of the fusion protein by 
an endoproteinase can take place, cleaving of the fusion protein, lowering of the pH value until streptavin and non-cleaved fusion protein 
precipitate, and cleaning of the desired peptide from the supernatant. Said process is particularly suitably for producing parathromone and 
urodi latin and fragments thereof. 

(57) Zusammenfassung 

Ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung von Peptiden durch Expression einer DNA in Mikroorganismen, welche fur ein 
Fusionsprotein aus Srreptavidin und dem genannten Peptid codiert, wobei Srreptavidin und Peptid Uber eine Peptidsequenz. welche durch 
eine Endoproteinase spaltbar ist. verbunden sind, Isolierung des unldslichen. inaktiven Proteins, Solubilisierung des inaktiven Proteins 
mit einem Denaturierungsmirtel, Verdiinnung des Denaturierungsmittels bei einem pH-Wert zwischen 8,5 und 11, bis die Spaltung des 
Fusionsproteins durch eine Endoproteinase durchfiihrbar ist, Spaltung des Fusionsproteins, Erniedrigung des pH-Werts, bis Srreptavidin und 
nicht gespaltenes Fusionsprotein prazipitieren, und Reinigung des gewiinschten Peptids aus dem Uberstand, ist besonders zur Herstellung 
von Parathormon und Urodilatin sowie deren Fragmenten geeignet. 
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Verfahren zur Herstellung von Peptiden iiber Streptavidin-Fusionsproteine 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung von Peptiden 
durch Expression von Fusionsproteinen mit Streptavidin und anschlieBender enzymatischer 
Spaltung des Fusionsproteins. 

Unter Peptiden werden ublicherweise Substanzen verstanden, die aus bis zu ca. 100 Ami- 
nosauren bestehen. Die Herstellung solcher Peptide ist entweder chemisch (Kent, S.B.H. et al. 
(1988) (I), Hodson, JH, (1993) (2) oder rekombinant (Kopetzki, E et al. (1994) (3) 
Winnacker, E -L (1987) (4) y Harris, T.J.R. (1983) (5)) moglich. 

Die Nachteile der chemischen Peptidsynthese liegen insbesondere darin, dafl eine okonomische 
Synthese lediglich bis ca. 30 bis 40 Aminosauren moglich ist und sich haufig bei der Synthese 
unerwimschte Modifizierungen (Fehlsequenzen, nicht abgespaltene Schutzgruppen) bilden. 
Weitere Probleme sind die Racemisierung bei Fragmentkopplung, Schwierigkeiten bei der 
Abspaltung von Schutzgruppen und schlieBlich die aufwendige Reinigung. 

Zur rekombinanten Herstellung von Peptiden konnen verschiedene Verfahren angewendet 
werden. Beispielsweise kann eine direkte Expression im Cytoplasma von Mikroorganismen 
oder Zellinien erfolgen. Hierfur ist jedoch eine Mindestpolypeptidlange von ca. 80 bis 100 
Aminosauren erforderlich. KJeinere Peptide sind nicht stabil und werden durch Proteolyse 
abgebaut. Zudem enthalten diese Proteine in der Regel ein zusatzliches N-terminales Methio- 
nin, und die Ausbeuten sind sehr gerxng. 

Durch Expression loslicher Fusionsproteine mit selektiver Spaltsequenz und anschlieBender 
Freisetzung des gewiinschten Peptids durch chemische oder enzymatische Spaltung, kann die 
Herstellung solcher Peptide verbessert werden (Itakura, K. et al. (1977) (20)\ EP-B 0 001 930 
(21)\ Gram, H. et al. (1994) (I9)\ Sharma, A. et al. (1992) (22)). Der Nachteil von loslichen 
Fusionsproteinen ist aber insbesondere, daB sie vorwiegend im nicht strukturierten Peptidbe- 
reich durch Proteolyse in der Zelle bzw. wahrend der Sekretion und Aufarbeitung degradiert 
werden konnen. 
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Die Herstellung von Streptavidin-Fusionsproteinen ist in der EP-B 0 198 015, bei Sano, T 
(1991) (9) und Sano, T. (1992) (10) beschrieben. Solche chimare Proteine umfassen bei Sano 
als Streptavidinanteil die Aminosauren 16 - 133 von Streptavidin, einen Polylinker und die 
Sequenz des "target-Proteins". Als target-Proteine sind von Sano das Maus Metallothionein I 
Protein und das T7-Gen- 1 0-Protein beschrieben. Diese chimaren Proteine enthielten jedoch 
keine Spaltstelle, uber die das "target-Protein" vom Streptavidin-Anteil wieder abgespalten 
werden kann. In der EP-B 0 198 015 wird die Herstellung von Streptavidinfusionsproteinen in 
Streptomyces beschrieben. Die Isolierung des Peptidanteils aus dem Fusionsprotein ist jedoch 
sehr aufwendig. So muB beispielsweise vor und nach der Spaltung jeweils eine Affinitatschro- 
matographie mit Iminobiotin als Ligand durchgefiihrt werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem 
Peptide uber Streptavidin-Fusionsproteine in hoher Ausbeute und Reinheit bei moglichst voll- 
standiger Abtrennung vom Streptavidinanteil zur Verfugung gestellt werden konnen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
eines Peptids durch Expression einer DNA in Mikroorganismen, vorzugsweise Prokaryonten, 
welche ftr ein Fusionsprotein aus Streptavidin und dem genannten Peptid codiert, wobei 
Streptavidin und Peptid uber eine Peptidsequenz, welche durch eine Endoproteinase spaltbar 
ist, verbunden sind, Isolierung des unloslichen, inaktiven Fusionsproteins, Solubilisierung des 
inaktiven Fusionsproteins mit einem Denaturierungsmittel, Verdunnung des Denaturierungs- 
mittels bei einem pH-Wert zwischen 8,5 und 11, bis die Spaltung des Fusionsproteins durch 
eine Endoproteinase durchfuhrbar ist, Spaltung des Fusionsproteins, Erniedrigung des 
pH-Werts, bis das abgespaltene Streptavidin und nicht gespaltenes Fusionsprotein prazipitie- 
ren, und Reinigung des gewiinschten Peptids aus dem Uberstand. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren nutzt den Vorteil, daB Streptavidin-Fusionsproteine in 
Prokaryonten sehr gut exprimierbar sind und sich in Form von unloslichen inaktiven Proteinen 
(inclusion bodies) isolieren lassen. In Denaturierungsmitteln solubilisierte Streptavidin- 
Fusionsproteine lassen sich bei pH-Werten uber 8,5 so weit verdunnen, daB sie, ohne zu 
prazipitieren, mit einer Endoproteinase verdaut werden konnen. 

Ein weiterer wesentlicher Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens liegt dann, daB eine 
Naturierung des Fusionsproteins zum aktiven Protein nicht erforderlich ist. SchlieBlich konnen 
das freigesetzte Streptavidin und gegebenenfalls nicht gespaltenes Streptavidin-Fusionsprotein 
durch Prazipitation bei pH-Werten unter 6 vom gewiinschten Peptid abgetrennt werden. Das 
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erfindungsgemaCe Verfahren ist zur Herstellung einer Vielzahl von kurzkettigen Pepticien 
geeignet. Insbesondere ist das Verfahren zur Herstellung von natriuretischen Peptiden und 
Parathormonpeptiden geeignet. 

Natriuretische Peptide (NP-Peptide) sind Peptide mit natriuretischer Aktivitat, die im Herz- 
Ventrikel, der Nebenniere und dem Gehim aus einem Precursorpolypeptid (Prohormon) gebil- 
det werden und als Strukturelement einen Ring aus 17 Aminosauren aufweisen, der durch eine 
Disulfidbnicke zwischen zwei Cysteinresten ausgebildet wird. Precursorpolypeptide sind z. B. 
das "atriaT-natriuretische Peptid (ANP 1-126) oder Cardiodilatin (CCD 1-126) und die 
"brain M -natriuretischen Peptide vom B- und C-Typ. Bevorzugte NP-Peptide leiten sich von 
dem "human a atrial-natriuretic peptide" (haANP) ab. Besonders bevorzugt sind dabei die 
C-terminalen haANP-Fragmente der Aminosauren 95 - 126, 99 - 126 und 102 - 126. 

Urodilatin (CDD 95 - 126) ist ein natriuretisches Peptid, welches aus humanem Urin gewon- 
nen werden kann (Forssmann, K. et al. (1988) (23). Das Peptid hat eine Lange von 32 Ami- 
nosauren, bildet einen Ring aus 17 Aminosauren durch die Ausbildung einer Disulfidbnicke 
zwischen zwei Cysteinresten und gehort zu der CardiodilatinTatriar-natriuretischen Peptid 
(CDD/ANP)-Familie. Es entsteht, ebenso wie a- ANP (99 - 126), aus dem ANP-Propeptid 
(ANP 1 - 126). Urodilatin (CCD 95 - 126) entsteht in vivo vermutlich durch Spaltung dieses 
Propeptids zwischen den Aminosauren 94 und 95. Das ca. 3,5 kDa schwere Urodilatin-Peptid 
unterscheidet sich vom a- ANP (99 - 126)-Peptid durch eine 4- Aminosauren- Verlangerung am 
N-Terminus. Die Aminosauresequenz und die Struktur von Urodilatin sind beispielsweise in 
Drummer, C. et al. (1993) (24) beschrieben. Urodilatin bindet an die membranstandigen 
ANP-Rezeptoren A und B und aktiviert eine an den Rezeptor gekoppelte intrazellulare 
Guanylatcyklase. Dies bewirkt die Bildung des "second messengers" cGMP, der die diureti- 
schen und natriuretischen Wirkungen in der Niere und die relaxierende Wirkung auf die glatte 
GefaBmuskulatur vermittelt. (Heim, J.M. (1989) (25)). Damit ist Urodilatin ein bevorzugtes 
Therapeutikum zur Prophylaxe und Therapie des akuten Nierenversagens, z. B. bei Patienten 
nach Herz- oder Lebertransplantationen. (Bub, A. et al. (1992) (26), Drummer, C. et al 
(1991) (27) und (1992) (28); Emmeluth, C. et al. (1992) (29)\ Goetz, Kl. et al. (1990) (30)). 

Ebenfalls vorteilhaft kann das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Parathormon 
(PTH) sowie dessen Fragmente verwendet werden. Die DNA- und Aminosauresequenz von 
PTH ist beispielsweise in Rokkones, E et al. (1994) (16) beschrieben. Das humane Parathor- 
mongen codiert fiir ein Pre-Pro-PTH Protein von 115 Aminosauren. Nach Abspaltung der 
Signalsequenz und des Prosegments besitzt das gereifte PTH Hormon 84 Aminosauren (PTH 
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1 - 84). Es hat sich gezeigt, daB PTH, welches rekombinant in E.coli und S cerevisiae 
hergestellt wird, instabil ist und rasch abgebaut wird. Die Herstellung von PTH-Fusionspro- 
teinen ist von Forsberg, G. et al. (1991) (17) beschrieben. Dazu wird eine Nukleinsaure 
hergestellt, welche fur ein Fusionsprotein aus reifem PTH (1 - 84) und ein 1 5 kD schweres 
IgG-Bindeprotein codiert. Zwischen beide Proteinanteile ist eine Spaltstelle fur Thrombin oder 
Subtilisin eingefugt. Auch dieses Fusionsprotein ist instabil und wird bei der Expression in 
E.coli bereits zu einem betr&chtlichen Teil abgebaut Auch durch Sekretion des reifen PTH 
(1 - 84) Hormones ins Periplasma von E.coli unter Verwendung der Protein A-Signalsequenz 
konnte die Degradation von PTH (1 -84) nicht verhindert werden. Die Halbwertszeit von 
PTH (1 - 84) in E.coli betr&gt nur wenige Minuten 

Von Gardella, TJ et al (1990) (18) wird die Herstellung von PTH (1-84) in E.coli uber ein 
mit Faktor Xa spaltbares Fusionsprotein beschrieben. Die Spaltung mit Faktor Xa ist jedoch 
sehr unvollstandig (nach 2wei Stunden ca. 50 % Spaltung) oder fuhrt bei langerer Inkubation 
mit Faktor Xa ebenfalls zum Abbau von PTH ( \ - 84). 

Von Gram, H. et al. (1994) (19) wird ebenfalls die Herstellung eines PTH-Fragments (PTH 
1-38) mittels eines Fusionsproteins in E.coli beschrieben. Zur Abspaltung des C-terminal 
fusionierten PTH (1 - 38) Peptids wurde ein Asp-Pro-Pro-Linker benutzt. Dieser laBt sich 
mittels eines 2-Stufenprozesses spalten/entfernen. In einer ersten Reaktion wird die saurelabile 
Asp-Pro-Peptidbindung chemisch hydrolysiert (Inkubation des Fusionsproteins in 60 mM HC1 
fur 24 Std. bei 50°C). Danach wird in einer zweiten Reaktion das N-terminal verbleibende 
Pro-Pro-Dipeptid enzymatisch mit Dipeptidylpeptidase IV aus L. lactis entfernt. Dieses 
Verfahren ist jedoch zeitaufwendig und bedingt durch die saure Hydrolyse werden in betracht- 
lichem Umfang Nebenprodukte gebildet. 

Die Spaltung der Fusionsproteine kann enzymatisch mit einer spezifisch spaltenden Proteinase 
(Restriktionsproteinase) erfolgen. Die Auswahl der Proteinase erfolgt unter Beriicksichtigung 
der Arninos&uresequenz des herzustellenden Peptids. Es ist darauf zu achten, dafi die Erken- 
nungs-/Spaltsequenz der Restriktionsproteinase mogtichst nicht in dem gewunschten Peptid 
und vorzugsweise auch nicht im Carrieranteil (Streptavidinanteil) des Fusionsproteins 
vorkommt, d.h. sie sollte nur einmal in der Spaltungsregion (Linkerregion) vorkommen. Als 
spezifisch spaltende Endoproteinasen sind z. B. Enterokinase, Faktor Xa, Thrombin, Subtilisin 
BPN Varianten / Ubiquitin Protein Peptidase, Renin, Collagenase, Trypsin, Chymotr>T>sin, 
Endoproteinase Lys-C, Kallekrein (Caner, P., (12)), TEV Proteinase (Parks, T.D. et ai., Anal. 
Biochem. 216 (1994) 413 - 417) (36), IgA Proteinase (Pohlner, J et al., Nature 325 (1987) 
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458 - 462) (37), Kex2p Proteinase (EP-A 0 467 839) (38) oder S. aureus V8 Proteinase 
geeignet. 

Vorzugsweise wird Endoproteinase LysC, welche spezifisch am C-terminalen Ende von Lysin 
Proteine und Peptide spaltet, verwendet. Ein solches Enzym ist beispielsweise aus Pilzen oder 
Bakterien (DE 30 34 045 C2) bekannt. Endoproteinase LysC eignet sich besonders gut zur 
Herstellung von Peptiden, die keinen Lysinrest enthalten, wie z. B. Urodilatin. 

Unter einer Peptidsequenz, welche durch eine Endoproteinase spaltbar ist, ist im Sinne der 
vorliegenden Erfindung eine kurzkettige Peptidsequenz zu verstehen, welche vorzugsweise 
aus 5 - 1 5 Aminosauren besteht und die eine Spaltstelle fur die gewunschte Endoproteinase C- 
terminal enthalt. Vorzugsweise enthalt dieser Linker N-terminal von der gewiinschten Endo- 
proteinaseerkennungssequenz zusatzlich eine Kombination aus mehreren Aminosauren, aus- 
gewahlt aus den Aminosauren Gly, Thr, Ser, Ala, Pro, Asp, Glu, Arg und Lys. Besonders 
bevorzugt wird ein Linker verwendet, in dem 2 - 8 dieser zusatzlichen Aminosauren die 
negativ geladenen Aminosauren Asp und/oder Glu sind. 

Die Herstellung einer DNA, welche fur das Fusionsprotein codiert, kann nach den bekannten 
Verfahren, wie sie bei Sambrook, J. et al. (1989) (6) beschrieben sind, erfolgen 

Als Streptavidin kann beispielsweise Streptavidin, wie in der EP-B 0 198 015 (7) und 
EP-A 0 612 325 (8) beschrieben, verwendet werden. Weitere Streptavidin-Derivate oder - 
Fragmente, wie beispielsweise von Sano, T. et al., (9) beschrieben, sind ebenfalls geeignet. 
Bevorzugt wird ein Streptavidin verwendet, welches am N-Terminus und/oder C-Terminus 
trunkiert (verkiirzt) ist. Dadurch wird die Aggregation und Proteolyse verhindert (Sano, T et 
al., (9)). Vorzugsweise wird ein Streptavidin verwendet, welches mit den Aminosauren 10 - 
20 beginnt und mit den Aminosauren 130- 140 endet (Numerierung analog: Argarana, C. E. 
et al. (1986) (33)). Besonders bevorzugt wird ein Streptavidin der Aminosauren 16-133 oder 
13 - 139 verwendet. 

Die Herstellung der Fusionsproteine erfoigt durch Expression einer DNA 
(Nukleinsauresequenz), welche fur das Fusionsprotein codiert, in Mikroorganismen, vorzugs- 
weise in Prokaryonten. Damit das Protein in denaturierter, unloslicher Form ("inclusion 
bodies") entsteht, sollte der verwendete Expressionsvektor keine Elemente enthalten, die eine 
Sekretion des Proteins ins Medium vermitteln. Die Herstellung einer fur die Expression geeig- 
neten DNA kann vorzugsweise synthetisch erfolgen. Derartige Verfahren sind dem Fachmann 
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gelaufig und beispielsweise in Beattie, KI. und Fowler, R.F. (1991) (34)\ EP-B 0 424 990 
(35), Itakura, K. et al. (1977) (20) beschrieben. Die Nukleinsauresequenz der erfindungsge- 
maBen Proteine kann zweckmaBig modifiziert sein. Derartige Modifikationen sind beispiels- 
weise: 

— Veranderung der NukJeinsauresequenz, urn verschiedene Erkennungssequenzen von 
Restriktionsenzymen zur Erleichterung der Schritte der Ligation, KJonierung und 
Mutagenese einzufuhren. 

— Veranderung der Nukleinsauresequenz zum Einbau von bevorzugten Codons fur die 
Wirtszelle. 

— Erganzung der Nukleinsauresequenz um zusatzliche Regulations- und Transkriptionsele- 
mente, um die Expression in der Wirtszelle zu optimieren. 

Alle weiteren Veifahrensschritte zur Herstellung von geeigneten Expressionsvektoren und zur 
Expression sind Stand der Technik und dem Fachrnann gelaufig. Beschrieben sind derartige 
Methoden beispielsweise bei Sambrook, J. et al. (1989) (6). 

Fusionsproteine konnen sowohl in Prokaryonten als auch in anderen Zellen, beispielsweise in 
eukaryontischen Wirtszellen, wie Hefen (z. B. Saccharomyces, Pichia, Hansenula und 
Kluyveromyces) und Pilzen, wie Aspergillis und Trichoderma in Form unloslicher Protein- 
aggregate, sogenannten "inclusion bodies" (IBs), anfallen. Inclusion bodies entstehen dann, 
wenn die Synthesegeschwindigkeit des Proteins in der Zelle groBer ist als die Faltungsge- 
schwindigkeit zum aktiven nativen Protein. In diesem Fall aggregiert das Protein in der Zelle, 
vorzugsweise irn Cytopiasma. Dort wird das Protein in denaturierter, verdichteter und unlosli- 
cher Form in der Zelle abgelagert. Dadurch erfahrt die Zelle eine moglichst geringe Stoning 
ihrer anderen Zellfunktionen. 

Als prokaryontische VV i n sorgani sme n sind beispielsweise Escherichia, Streptomyces oder 
Bacillus geeignet. Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Fusionsproteine werden die Mikro- 
organismen, vorzugsweise Prokaryonten, in liblicher Weise mit dem Vektor, welcher die fur 
das Fusionsprotein codierende DNA enthalt, transformiert und anschlieBend in ublicher Weise 
fermentiert. Nach AufschluB der Zellen wird das unlosliche, inaktive Protein (IBs) in ublicher 
Weise, beispielsweise durch Zentrifugation (Pelletfiraktion) isoliert. Die gewunschten unlos- 
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lichen Proteinaggregate konnen ggf durch Waschen des Pellets, mit z. B. detergentienhaltigen 
Puffern, weiter angereichert werden. 

Die IBs werden nach den dem Fachmann gelaufigen Verfahren mit einem Denaturie- 
rungsmittel, wie z.B. Guanidinhydrochlorid, Harnstoff oder einem Harnstoffderivat (vgl. z. B. 
US Patent Nr. 5,453,363) solubilisiert und durch Verdunnung oder Dialyse in einen 
geeigneten nicht denaturierenden Puffer (pH >8.5) uberfuhrt. Die Verdunnung erfolgt dabei in 
einer solchen Weise, dafl das verbleibende Denaturierungsmittel die enzymatische Hydrolyse 
des Fusionsproteins nicht wesentlich beeinfluDt. 

Vorzugsweise erfolgt die Verdunnung pulsartig, beispielsweise durch Eintropfen des IB- 
Solubilisats in Puffer (pH >8.5), der kein Denaturierungsmittel enth&lt. 

Eine solche pulsartige Verdunnung ermoglicht eine praktisch gleichzeitige Entfernung der 
Wirkung des Denaturierungsmittels und Vereinzelung der zu solubilisierenden Molekule 
Dadurch wird eine nicht erwunschte intermolekulare Wechselwirkung (Aggregation) der zu 
solubilisierenden Molekule weitgehend vermieden. 

Uberraschenderweise hat es sich gezeigt, daB die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren 
hergestellte Fusionsproteine in den Wirtszellen nicht abgebaut werden und sich enzymatisch 
vollstandig spalten lassen, ohne daB im Peptidanteil selbst (z. B PTH oder Urodilatin) in 
nennenswertem Umfang eine Spaltung stattfindet. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist insbesondere geeignet zur Herstellung von Urodilatin, 
Parathormon und deren Fragmente. Besonders bevorzugt werden die Urodilatinfragmente der 
Aminosauren 95 - 126, 99- 126 oder 102- 126 sowie das Parathormonfragment der Ami- 
nosauren 1-37 hergestellt. 

Die folgenden Beispiele, Publikationen, die Sequenzprotokolle und die Abbildungen erlautern 
die Erfindung, deren Schutzumfang sich aus den Patentanspruchen ergibt, weiter. Die 
beschriebenen Verfahren sind als Beispiele zu verstehen, die auch noch nach Modifikationen 
den Gegenstand der Erfindung beschreiben. 

Fig. 1 zeigt die gemaB Beispiel 1 erhaltenen DNA-Segmente A und B. 

Fig. 2 zeigt die gemaB Beispiel 2 erhaltenen DNA-Segmente C und D. 
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Fig. 3 zeigt das gemlB Beispiel 3 erhaltene DNA-Segment E und das gem&B Beispiel 

4 erhaltene DNA-Segment F. 

Beispiel 1 

Konstruktion des core-SA- URO(95-1 26) Fusionsgens mit Endoproteinaselinker 
(Plasmid: pSA-EK-URO) 

core-SA: verkiirztes Streptavidin der Aminosauren Met-(13 - 139) 

URO (95 - 126): Urodilatin oder Cardiodilatinfragment der Aminosauren 95 - 126 (Sequenz 
beschrieben in Drummer, C et al. (1993) (24)). 

Der Expressionsvektor fur das core-SA-URO(95-126) Fusionsgen mit Endoproteinase LysC- 
Spaltstelle basiea auf dem Expressionsvektor pSAM-CORE fur core-Streptavidin. Die 
Herstellung und Beschreibung des Plasmids pSAM-CORE ist in der WO 93/09144 (11) 
beschrieben. Zur Konstruktion von core-SA Fusionsproteinen wurde die singulare am 3 -Ende 
lokalisierte Nhel Restriktionsschnittstelle vor dem Stopcodon des core-SA Gens benutzt 

Ein ca. 140 Bp langes fur den Linker [VDDDDK] (SEQ ID NO l) und das Urodilatin(95- 
126) Polypeptid [TAPRSLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY] (SEQ ID NO:2) 
kodierendes DNA-Fragment wurde aus 2 ca. 70 Bp langen chemisch hergestelllten DNA 
Segmenten zusammengesetzt. Beim M Gendesign" wurden die in E. coli bevorzugt benutzten 
Codone (E coli "Codonusage") berucksichtigt und die einzelnen DNA Segmente mit geeig- 
neten singularen Restriktionsendonukleaseschnittstellen an den Enden versehen. 

In zwei Ansatzen wurden die komplementaren Oligonukleotide \ (SEQIDNO:3) und 2 
(SEQ ID NO:4) 

I 

AATTCGCTAGCGTTGACGACGATGACAAAACGGCGCCGCGTTCCCTGCGTAGATC 
TTCCTGCTTCGGC (SEQ ID NO:3) 
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GGCCGCCGAAGCAGGAAGATCTACGCAGGGAACGCGGCGCCGTTTTGTCATCGTC 
GTCAACGCTAGCG (SEQ ED NO:4) 

zu dem DNA Segment A (Fig. 1) und die OligonukJeotide 3 (SEQIDNO:5) und 4 
(SEQ ID NO:6) 

3 

GGCCGCATGGACCGTATCGGTGCTCAGTCCGGACTGGGTTGCAACTCCTTCCGTT 
ACTAATGA (SEQ ID NO:5) 

4 

AGCTTCATTAGTAACGGAAGGAGTTGCAACCCAGTCCGGACTGAGCACCGATACG 
GTCCATGC (SEQ ID NO:6) 



zu dem DNA Segment B, (Fig. 1) "annealt" (ReaktionspufFer: 12,5 mmol/1 Tris-HCl, pH 7,0 
und 12,5 mmol/1 MgCl2 ; Oligonukleotid-Konzentration: jeweils 1 pmol / 60 fal) und die 
Hybridisierungsprodukte A und B jeweils in die Polylinkerregion des E coli pUCBM21 
Vektors (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland) subkloniert (DNA Segment 
A, Schnittstellen: EcoRI und NotI; DNA Segment B, Schnittstellen: NotI und Hindlll). 
Mittels DNA Sequenzierung wurde die DNA Sequenz der beiden subklonierten DNA 
Segmente bestatigt. Danach wurde das Expressionsplasmid pSA-EK-URO fur das core-SA- 
URO(95-126) Fusionsgen in einer Dreifragmentligation aus dem Nhe/Notl-DNA Segment A , 
dem Notl/Hindlll-DNA Segment B und dem ca. 2,9 kBp langen Nhel/Hindlll-pSAM-CORE 
Vektorfragment zusammengesetzt. Dabei wurden die DNA Segmente A und B nach Doppel- 
verdau mit den entsprechenden Endonukleasen aus den entsprechenden pUCBM21 Plasmid- 
derivaten isoliert. Das gewunschte Plasmid pSA-EK-URO wurde durch Restriktionskartierung 
identifiziert und die DNA Sequenz des Linker-Urodilatin-Bereichs erneut durch DNA 
Sequenzierung uberpruft. 
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Beispiel 2 

Konstruktion des core-SA-PTH(l-37) Fusionsgens mit Enterokinaselinker 
(Plasmid: pSA-EK-PTH) 

PTH (1 - 37): Parathormonfragment der Aminosauren 1 - 37, Aminosauresequenz beschrie- 
ben in Handy, G.N. ct al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 (1981) 7365 - 7369 
(39). 

Der Vektor pSA-EK-PTH zur Expression des core-SA-PTH(l-37) Fusionsgens mit Enteroki- 
nasespaltstelle wurde gemaB der im Beispiel 1 beschriebenen Strategic fur das core-SA- 
URO(95-126) Fusionsgen mit Enterokinasespaltstelle hergestellt. 

In zwei Ansatzen wurden die komplementaren Oligonukleotide 5 (SEQ ID NO: 7) und 6 (SEQ 
ID NO:8) 

5 

AATTCGCTAGCGGTACCGTCGACGACGATGACAAATCCGTTTCCGAAATCCAGCT 
GATGCACAACCTGGGTAAACACCTGAACTC (SEQ ID NO:7) 

6 

CATGGAGTTCAGGTGTTTACCCAGGTTGTGCATCAGCTGGATTTCGGAAACGGAT 
TTGTCATCGTCGTCGACGGTACCGCTAGCG (SEQ ID NO: 8) 



zu dem DNA Segment C (Fig. 2) und die Oligonukleotide 7 (SEQ ID NO:9) und 8 (SEQ ID 
NO: 10) 

7 

CATGGAACGTGTTGAATGGCTGCGTAAAAAACTGCAGGACGTTCACAACTTCGTT 
GCTCTGTAATGA (SEQ ID NO:9) 

8 

AGCTTCATTACAGAGCAACGAAGTTGTGAACGTCCTGCAGTTTTTTACGCAGCCA 
TTCAACACGTTC (SEQ ID NO: 10) 
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zu dem DNA Segment D (Fig. 2) "annealt" (Reaktionspuffer: 12,5 mmol/1 Tris-HCl, pH~7,0 
und 12,5 mmol/1 MgCi2 ; Oligonukleotid-Konzentration: jeweils 1 nmol / 60 nl) und die 
Hybridisierungsprodukte C und D jeweils in die Polylinkerregion des E. coli pUCBM21 
Vektors subkloniert (DNA Segment C, Schnittstellen: EcoRI und Ncol; DNA Segment D, 
Schnittstellen: Ncol und Hindm). Mittels DNA Sequenzierung wurde die DNA Sequenz der 
beiden subklonierten DNA Segmente bestatigr Danach wurde das Expressionsplasmid pSA- 
EK-PTH fur das core-SA-EK-PTH(l-37) Fusionsgen in einer Dreifragmentligation aus dem 
Nhel/NcoI-DNA Segment C , dem NcoI/Hindlll-DNA Segment D und dem ca. 2,9 kBp 
langen Nhel/Hindlll-pSAM-CORE Vektorfragment zusammengesetzt. Dabei wurden die 
DNA Segmente C und D nach Doppelverdau mit den entsprechenden Endonukleasen aus den 
entsprechenden pUCBM21 Plasmidderivaten isoliert. Das gewunschte Plasmid pSA-EK-PTH 
wurde durch Restriktionskartierung identifiziert und die DNA Sequenz des Enterokinaselin- 
ker-PTH-Bereichs erneut durch DNA Sequenzierung uberpruft. 

Beispiel 3 

Konstruktion des core-SA-PTB(l-37) Fusionsgens mit Thrombinlinker (Plasmid: pSA- 
THRO-PTH) 

Das Plasmid pSA-THRO-PTH leitet sich von dem core-SA-EK-PTH Expressionsplasmid 
pSA-EK-PTH (siehe Beispiel 2) ab, indem die kodierende Region fur den Enterokinaselinker 
durch einen Thrombinlinker ersetzt wurde. 

Die Aminosauresequenz des verwendeten Thrombinlinkers [GDFLAEGLVPR] (SEQ ID 
NO: 15) basiert auf der naturlichen Thrombinspaltstelle in Fibrinogen (Aminosaureposition: 6- 
16) und der minimalen Erkennungssequenz fur Thrombin (Carter, P. In: Ladisch, M.R., 
Witlson, R.C., Painton, C.C.; Builder, S.E. eds. (1990) (12)). 

Dazu wurde das Plasmid pSA-EK-PTH mit Nhel und PvuII verdaut, das ca. 2,9 kBp lange 
Nhel/PvuII-pSA-EK-PTH Vektorfragment isoliert und mit dem aus den 2 komplementaren 
Oligonukleotiden 9 (SEQ ID NO: 11) und JO (SEQ ID NO: 12) durch Hybridisierung herge- 
stellten DNA Segment E (Fig. 3) ligiert. 

9 

CTAGCCCGGGTGACTTCCTGGCTG.AAGGTCTGGTTCCGCGTTCCGTTTCCGAA.ATC 
CAG (SEQ ID NO: 11) 
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10 

CTGGATTTCGGAAACGGAACGCGGAACCAGACCTTCAGCCAGGAAGTCACCCGG 
G (SEQIDNO:12) 

Die gewunschte Plasmidkonstruktion pSA-THRO-PTH wurde durch Restriktionskartierung 
identifiziert und die ausgetauschte Linkerregion durch DNA Sequenzierung uberpnift. 

Beispiel 4 

Konstruktion des core-SA-PTH(l-37) Fusionsgens mit TEV Linker (Plasmid: pSA- 
TEV-PTH) 

Das Plasmid pSA-TEV-PTH leitet sich von dem core-SA-EK-PTH Expressionsplasmid pSA- 
EK-PTH (siehe Beispiel 2) ab, indem die kodierende Region fur den Enterokinaselinker durch 
einen TEV Linker ersetzt wurde. 

Die Pflanzenvirus TEV NIa Proteinase ("tobacco etch virus") erkennt die Aminosauresequenz 
ENLYFQiG/S und spaltet zwischen Gin und Gly oder Ser (Dougherty, W G et ah, (1988)) 
(13). Das rekombinat hergestellte Enzym wurde von GIBCO BRL (Life Technologies, Inc 
Gaithersburg, MD, USA) bezogen. 

Dazu wurde das Plasmid pSA-EK-PTH mit Nhel und PvuII verdaut, das ca. 2,9 kBp lange 
Nhel/PvuII-pSA-EK-PTH Vektorfragment isoliert und mit dem aus den 2 komplementaren 
OligonukJeotiden U (SEQ ID NO:13) und 12 (SEQ ID NO: 14) durch Hybridisierung herge- 
stellten DNA Segment F (Fig. 3) ligiert. 

11 

CTAGCGGATCCGAAAACCTGTACTTCCAGTCCGTTTCCGAAATCCAG 
(SEQ ID NO: 13) 

12 

CTGGATTTCGGAAACGGACTGGAAGTACAGGTTTTCGGATCCG 
(SEQ ID NO: 14) 
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Die gewiinschte Plasmidkonstruktion pSA-TEV-PTH wurde durch Restriktionskartierung 
identifiziert und die ausgetauschte Linkerregion durch DNA Sequenzierung iiberpriift. 

Beispiel 5 

Expression der core-SA Fusionsproteine in E. coli 

Zur Expression der core-SA Fusionsproteine wurde der E. coli K12 Stamm RM82 (eine 
Methionin Revertante von ED 8654, Murray, N.E. et al.(1977)) (14) jeweils mit einem der in 
den Beispielen 1 - 4 beschriebenen Expressionsplasmiden pSA-EK-URO, pSA-EK-PTH, 
pSA-THRO-PTH und pSA-TEV-PTH (Ampicillin-Resistenz) und dem laclQ-Repressorplas- 
mid pUBS500 (Kanamycin-Resistenz, Herstellung und Beschreibung siehe: EP-A 0368342) 
transformiert. 

Die RM82/pUBS500/pSA-EK-URO, RM82/pUBS500/pSA-EK-PTa RM82/pUBS500/pSA- 
THRO-PTH und RM82/pUBS500/pSA-TEV-PTH Zellen wurden in DYT-Medium (1% (w/v) 
Hefeextrakt, 1% (w/v) Bacto Tryptone (Difco, Detroit, USA) und 0,5% NaCl), mit 50 mg/1 
Ampicillin und 50 mg/1 Kanamycin bis zu einer optischen Dichte bei 550 nm von 0,6 - 0,9 
angezogen und anschliepend mit IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactosid) (1-5 mmol/1 Endkon- 
zentration) induziert. Nach einer Induktionsphase von 4 - 8 Stunden wurden die Zellen durch 
Zentrifugation geerntet und die Zellpellets mit 25 mmol/1 Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 
gewaschen. 

Expressionsanalyse 

Die Zellpellets aus jeweils 1 ml abzentrirugiertem Anzuchtmedium (RM82/pUBS500/pSA- 
EK-URO, RM82/pUBS500/pSA-EK-PTH, RM82/pUBS500/pSA-THRO-PTH und 
RM82/pUBS500/pSA-TEV-PTH Zellen) wurden in 0,25 ml 10 mmol/1 Phosphatpuffer, pH 
6,8 und 1 mmol/1 EDTA resuspendiert und die Zellen durch Ultraschallbehandlung aufge- 
schlossen. Nach Zentrifugation wurde der Oberstand mit 1/5 Volumen 5xSDS-Probenpuffer 
(lxSDS-Probenpuffer: 50 mmol/1 Tris-HCl, pH 6,8, 1% SDS, 1% Mercaptoethanol, 10% 
Glycerin, 0.001% Bromphenolblau) versetzt. Die unlosliche Zelltrummerfraktion wurde in 0,3 
ml lxSDS-Probenpuffer mit 6 - 8 M Harnstoff resuspendiert, die Proben 5 Minuten bei 95°C 
inkubiert und zentrifugiert. Danach wurden die Proteine durch SDS-Polyacrylamid Gelelek- 
trophorese (PAGE) aufgetrennt (Laemmli, U.K. (1970)) (15) und mit Coomassie Brilliant 
Blue R Farbstoff angefarbt. 



WO 97/18314 



. 14 - 



PCT/EP96/04850 



Die in E. coli synthetisierten core-SA Fusionsproteine waren homogen und wurden 
ausschlieBiichlich in der unloslichen ZelltriimmerfTaktion gefiinden (IBs). Die Expressionshbhe 
fur die core-SA Fusionsproteine betrug 30 - 50% bezogen auf das E. coli Gesamtprotein 

Beispiel 6 

Zellyse und Praparation der "inclusion bodies" (IBs) 

Jeweils 200 g (NaPgewicht) E. coli RM82/pUBS500/pSA-EK-URO, RM82/pUBS500/pSA- 
EK-PTH, RM82/pUBS500/pSA-THRO-PTH und RM82/pUBS500/pSA-TEV-PTH Zellen 
wurden in 1 I 0,1 mol/1 Tris-HCl, pH 7,0 bei 0°C suspendiert, 300 mg Lysozym zugegeben 
und 20 Minuten bei 0°C inkubiert Danach wurden die Zellen mechanisch mittels Hochdruck- 
dispersion vollstandig aufgeschlossen und die DNA durch Zugabe von 2 ml 1 mol/1 MgCl2 
und 10 mg DNAse (Boehringer Mannheim U 154709) bei 25°C in 30 Minuten verdaut. 
AnschlieBend wurden zur AufschluBldsung 500 ml 60 mmol/l EDTA, 6% Triton® XI 00 und 
1,5 mol/1 NaCl, pH 7,0 zugemischt und weitere 30 Minuten bei 0°C inkubiert. Danach wurden 
die unloslichen Bestandteile (Zelltrummer und IBs) durch Zentrifugation sedimentiert. 

Das Pellet wurde in 1 1 0,1 mol/1 Tris-HCl, 20 mmol/l EDTA, pH 6,5 suspendiert, 30 Minuten 
bei 25°C inkubiert und das EB-Praparat durch Zentrifugation isoliert. 

Solubilisierung der IBs 

25 g IB-Pellet (NaBgewicht) wurden in 200 ml 10 mmol/l Tris-HCl Puffer, 8 mol/1 Hamstoff, 
10 mmol/l EDTA, pH 7,0 durch 2-stiindiges Ruhren bei 25°C suspendiert. Die unloslichen 
Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt und der klare Uberstand weiterverarbei- 
tet. 

Beispiel 7 

Verdiinnung des Solubilisats 

Die Verdiinnung wurde in einem BioFloII-Fermenter (New Brunswick Scientific Co. Inc., 
Edison, N.J., USA) bei 25°C unter Ruhren (300 UPM) durch kontinuierliche Zugabe von 
200 ml Core-SA-Fusionsprotein-Solubilisat in 3,8 1 50 mmol/l Tris HC1 pH 9,0 mittels einer 
Pumpe (Fordermenge 15-40 ml/Std.) bewirkt. 
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Beispiel 8 

Enzymatische Spaltung der Core-SA Fusionsproteine 
Enterokinase Spaltung (ValAsp4Lys-Spaltsequenz) 

Die core-SA Fusionsproteine mit Enterokinaseschnittstelle wurden in einer Konzentration von 
0,3 bis 3 mg/ml und einem Substrat / Proteinase Verhaltnis von 1:20 bis 1:250 (Enterokinase, 
Restriktionsproteinase aus Kalberdarm, Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) in 50 
mmol/I Tris-HCl, pH 8,0 bei 30°C verdaut und der zeitliche Verlauf der enzymatischen Spal- 
tung (Kinetik) durch analytische Reversed Phase HPLC (siehe Beispiel 9.1) analysiert Dazu 
wurden aus dem Reaktionsansatz uber einen Zeitraum von 6 bis 24 Stunden Proben (10 bis 
100 jal) im Abstand von 1 bis 3 Stunden entnommen. 

LysC Endoprotetnase Spaltung (Lys-Spaltstelle) 

Das Core-SA-EK-URO Fusionsprotein wurde in einer Konzentration von 0,3 bis 3 mg/ml und 
einem Substrat / Proteinase Verhaltnis von 1:1000 bis 1:25000 ( LysC Endoproteinase aus 
Lysobacter enzymogenes, sequencing grade; Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) 
in 50 mmol/1 Tris-HCl, pH 8,0 bei 30 bis 35°C verdaut und der zeitliche Verlauf der 
enzymatischen Spaltung durch analytische Reversed Phase HPLC (siehe Beispiel 9.1) 
analysiert. Dazu wurden aus dem Reaktionsansatz uber einen Zeitraum von 6 bis 24 Stunden 
Proben (10 bis 100 pal) im Abstand von 1 bis 3 Stunden entnommen 

Thrombin Spaltung (GDFLAEGLVPR-Spaltsequenz) 

Das Core-SA-THRO-PTH Fusionsprotein wurde in einer Konzentration von 0,3 bis 3 mg/ml 
und einem Substrat / Proteinase Verhaltnis von 1:50 bis 1:500 (Thrombin aus Humanplasma, 
Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) in 50 mmol/1 Tris-HCl, pH 8,8 bei 25 bis 30° 
C verdaut und der zeitliche Verlauf der enzymatischen Spaltung durch analytische Reversed 
Phase HPLC (siehe Beispiel 9.1) analysiert. Dazu wurden aus dem Reaktionsansatz liber einen 
Zeitraum von 6 bis 24 Stunden Proben (10 bis 100 nl) im Abstand von 1 bis 3 Stunden 
entnommen. 
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TEV NIa Proteinase Spaltung (GluAsnLeuTyrPheGlniGly/Ser-Spaltsequenz) 

Das Core-SA-TEV-PTH Fusionsprotein wurde in einer Konzentration von 0,3 bis 3 mg/ml 
und einem Substrat / Proteinase Verhaltnis von 1:50 bis 1:500 (rekombinante TEV NIa 
Restriktionsproteinase, GEBCO BRL Life Technologies, Inc. Gaithersburg, MD, USA) in 50 
mmol/l Tris-HCl, pH 8,0, 0,5 mmol/1 EDTA und 1 mmol/1 DTT bei 30°C verdaut und der 
zeitliche Verlauf der enzymatischen Spaltung durch analytische Reversed Phase HPLC (siehe 
Beispiel 9.1) analysiert. Dazu wurden aus dem Reaktionsansatz uber einen Zeitraurn von 6 bis 

24 Stunden Proben (10 bis 100 |il) im Abstand von 1 bis 3 Stunden entnommen. 

Beispiel 9 

Abtrennung von Core-SA und nicht gespaltenem Core-SA Fusionsprotein durch 
Prazipitation 

Das freigesetzte Core-SA Tragerprotein und nicht gespaltenes Core-SA Fusionsprotein 
wurden aus dem Spaltungsansatz durch pH-Emiedrigung (pH < 6) prazipitiert Der 
Spaltungsansatz wurde mit 1 mol/1 Zitronensaure bis zu einer Endkonzentration von 

25 mmol/1 versetzt, auf pH 3,0 eingestellt und das Prazipitat durch Zentriftigation oder Filtra- 
tion abgetrennt. 

Beispiel 10 

Reinigung der Peptide URO(95-126) und PTH(l-37) 

Die enzymatisch freigesetzten Peptide konnen mit chromatographischen Methoden, die dem 
Fachmann bekannt sind, weiter gereinigt werden. 

10.1 Reinigung der Peptide durch Kationenaustauschchromatographie an Fractogel 
EMD-S03 650(M) 

Der Spaltungsansatz wurde auf eine mit 25 mmol/1 Citronensaure, pH 3,0 aquilibrierte 
Fractogel EMD-SO3"-650(M) Saule (3 x 40 cm, V = 283 ml) der Firma Merck 
(Darmstadt, Deutschland) beladen (1 SV/Std.) und so lange mit dem Aquilibrierungs- 
puffer gewaschen, bis die Absorption des Eluats bei 280 nm den Leerwert des Puffers 
erreichte. Die Elution des gebundenen Materials erfolgte durch einen Gradienten von 0 
bis 1 mmol/1 NaCl in Aquilibrierungspuffer (10 bis 20 SV, 1 SV/Std.). 
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10.2 Reinigung der Peptide durch Reversed Phase HPLC 



Nach Vorreinigung der Peptide mittels Kationenaustauschchromatographie (siehe: 
Beispiel 10.1) wurde ein Aliquot von 1 bis 2 ml (ca. 100 bis 300 ^g) durch semiprapa- 
rative RP-HPLC unter Fraktionierung weiter aufgereinigt. 

Chromatographiebedingungen : 



Saule: 

Probenvolumen: 
Detektor: 
FluBrate: 
FlieQmittel: 

A: 
B: 



Eurospher 100-Cg, 5 pjn (4 x 250 mm, V - 3,17 ml) 
Knauer, Berlin, Deutschland) 
1 - 2 ml (100- 300 jig Protein) 
UV, 220 nn 
0,5 ml/min 

0.13%TFAinH2O 

0. 1% TFA, 80% Acetonitril, 20% H2Q (y/v) 



Beispiel 11 

Analytische Reversed Phase (HPLC) 



Die analytische reversed phase (HPLC) wurde mit einer Europhersaule durchgefuhrt 
(Europher 100-Cg, 5 jim (4 x 250 mm, V = 3,17 ml, Knauer, Berlin, Deutschland). Das 
Probenvolumen betrug 10 - 100 jil, entsprechend 1-100 |ag Protein. Die Detection erfolgte 
mit einem UV-Detektor bei 220 nm. Chromatographiert wurde mit einer FluBrate von 
0,5 ml/min. 

FlieBmittel: 

A: 0,13 % Trifluoressigsaure in H 2 0 (Gradient 100-0 % in 50 min) 

B: 0,1 % Trifluoressigsaure, 80 % Acetonitril, 20 % H 2 0 (v/v) (Gradient 0 - 100 % in 

50 min). 
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Beispiel 12 

Charakterisierung der gereinigten Peptide 

Die Identitat und Reinheit der gereinigten Peptide wurde durch Massenspektroskopie (PD-MS 
und Laser-Desorptionsspektroskopie), analytische reversed phase HPLC, isoelektrische 
Fokusierung (Bark, J.E. et al., J. Forensic Sci. Soc. 16 (1976) 1 15 - 120 (42), SDS PAGE 
(Laemmli, U.K., Nature 227 (1970) 680 - 685 (43)) und Kapillar-Elektrophorese, im 
Vergleich mit einem chemisch hergestellten Standard, uberpriift 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: D-68305 

(G) TELEFON: 08856/60-3446 

(H) TELEFAX: 08856/60-3451 

(ii) BEZE ICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur Herstellung von 

Peptiden ueber 

Streptavidin-Fusionsproteine 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 15 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version ^ 1 . 30B (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Val Asp Asp Asp Asp Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 32 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS : Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Thr Ala Pro Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arg Met 
15 10 15 

Asp Arg lie Gly Ala Gin Ser Gly Leu Gly Cys Asn Ser Phe Arg Tyr 
20 25 30 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 68 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STBANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetisches Oligonukleot id" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
AATTCGCTAG CGTTGACGAC GATGACAAAA CGGCGCCGCG TTCCCTGCGT AGATCTTCCT 
GCTTCGGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 68 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetisches Oligonukleot id M 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GGCCGCCGAA GCAGGAAGAT CTACGCAGGG AACGCGGCGC CGTTTTGTCA TCGTCGTCAA 
CGCTAGCG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 63 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : other nucleic. acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthet ische Oligonukleot id" 



WO 97/18314 



. 24 - 



PCT/EP96/04850 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GGCCGCATGG ACCGTATCGG TGCTCAGTCC GGACTGGGTT GCAACTCCTT CCGTTACTAA 
TGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 63 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthet isches Oligonukleotid ' 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
AGCTTCATTA GTAACGGAAG GAGTTGCAAC CCAGTCCGGA CTGAGCACCG ATACGGTCCA 
TGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 85 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG : /desc = "synthet isches Oligonukleotid' 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
AATTCGCTAG CGGTACCGTC GACGACGATG ACAAATCCGT TTCCGAAATC CAGCTGATGC 
ACAACCTGGG TAAACACCTG AACTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 85 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid . 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthe tisches Oligonukleot id 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
CATGGAGTTC AGGTGTTTAC CCAGGTTGTG CATCAGCTGG ATTTCGGAAA CGGATTTGTC 
ATCGTCGTCG ACGGTACCGC TAGCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE : 67 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "synthetisches Oligonukleot id 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CATGGAACGT GTTGAATGGC TGCGTAAAAA ACTGCAGGAC GTTCACAACT TCGTTGCTCT 

GTAATGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 59 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetisches Ol igonukleot id 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
CTAGCCCGGG TGACTTCCTG GCTGAAGGTC TGGTTCCGCG TTCCGTTTCC GAAATCCAG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 59 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 

(A) 3ESCHREIBUNG: /desc = " synthet isches Oligonukleot id 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
CTAGCCCGGG TGACTTCCTG GCTGAAGGTC TGGTTCCGCG TTCCGTTTCC GAAATCCAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ I D NO : 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 55 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetisches Oligonukleot id 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
CTGGATTTCG GAAACGGAAC GCGGAACCAG ACCTTCAGCC AGGAAGTCAC CCGGG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 47 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetisches Oligonukleot id 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
CTAGCGGATC CGAAAACCTG TACTTCCAGT CCGTTTCCGA AATCCAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) T0POL0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetisches Oligonukleot id " 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 14: 
CTGGATTTCG GAAACGGACT GGAAGTACAG GTTTTCGGAT CCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Gly Asp Phe Leu Ala Glu Gly Leu Val Pro Arg 
1 5 10 
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Patentanspriiche 

1 Verfahren zur rekombinamen Herstellung eines Peptids durch Expression einer DNA in 
Mikroorganismen, welche fur ein Fusionsprotein aus Streptavidin und dem genannten 
Peptid codien, wobei Streptavidin und Peptid uber eine Peptidsequenz, welche durch eine 
Endoproteinase spaltbar ist, verbunden sind, Isolierung des unlbsiichen, inaktiven 
Fusionsproteins, Solubiiisierung des inaktiven Fusionsproteins mit einem Denaturie- 
rungsmittel, Verdunnung des Denaturierungsmittels bei einem pH-Wert zwischen 8,5 und 
II, bis die Spaltung des Fusionsproteins durch eine Endoproteinase durchfuhrbar ist, 
Spaltung des Fusionsproteins, Erniedrigung des pH-Werts, bis das abgespaltene 
Streptavidin und nicht gespaltenes Fusionsprotein prazipitieren, und Reinigung des 
gewunschten Peptids aus dem Uberstand 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafi die Verdunnung des solubili- 
sierten, inaktiven Proteins in waBrige Pufferlosung erfolgt. 

3. Verfahren nach den Anspruchen i - 3, dadurch gekennzeichnet, dafl als Peptid Urodilatin, 
Parathormon oder ein davon abgeleitetes Fragment verwendet wird. 

4 Verfahren nach den Anspruchen 1-3, dadurch gekennzeichnet, dafi als Peptid ein 
Fragment von Urodilatin (95 - 126) der Aminosauren 99 - 126 oder 102 - 126 oder ein 
Fragment von Parathormon der Aminosauren 1-37 verwendet wird 
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